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各種制癌剤に対する人白血病細胞の試験管内感受性試験の研究
鈴 木 弘*
(昭和 47年 12月 18日受付)
要 旨
癌細胞に対する感受性試験法の一つである放射性トレーサー摂取量を利用する Oettgenら
の方法を検討し，つぎの点を改良し，多種薬剤の感受性を同時に調べ得る簡便かつ正確な方法
を見出し得た。すなわち， 1) 白血球分離法を比重法から 3%デキストラン凝集法に変えるこ
とにより，白血球収集率，赤血球除去率の増加をみた。 2) 細胞分散時にピペッティングから
マグネチックスターラーを利用した分散法に変え，分配細胞数均一化を得た。 3) 仔牛血清濃ー
度を 15%から 20%に変え，至適培養条件を得た。 4) 5%冷トリクロル酢酸作用時間は 5分
以上必要であることがわかった。
つぎに上記改良法を用い， 20例の各種白血病患者から分離した白血病細胞の制癌剤感受性
試験を施行し，以下の結果を得た。 1) Lー アスパラギン要求性と Lー アスパラギナーゼ感受性
試験において，両者陽性を示す有効例では臨床成績と 100%一致する。有効例に緩解 3.5月後
に施した再試験で，判定は両者陰性すなわち無効となり，耐性株出現が予想され得た。 2) そ
の他 17種制癌剤の感受性試験では，著者の判定規準に従えば臨床成績との一致率は 86%と高
値を示した。薬剤別感受性は個人差が大きいが， 大別すれば全薬剤に無効 (5%)，大部分の
薬剤に有効 (60%)， 特定薬剤のみに有効 (35%)の3群に別れた。 3) 併用療法に対する感
受性を 4剤混合液 (VAMP，DAMP)で試験したが，単独にて感受性の高い薬剤同志の併用
にて効果増強を示した。また，低濃度で効果増強は大きかった。
著者の試験法で無効と判定された薬剤が臨床的に有効であった例は皆無であった。 
Keywords: 	 L-アスパラギナーゼ，白血病細胞，放射性トレーサー， HeLa細胞。
略語一覧:	 PHA: phytohemagglutinin，MEM: Eag1e's minimum essentia1 medium， 
YLE 培地: yeast extract-1actoa1bumin-Earle 培地， RPMI 1640培地:
Roswell Park Memoria1 Institute 1640培地， ALL: acute lymphatic 
leukemia，AML: acute myeloid leukemia，CLL: chronic 1ymphatic 
leukemia，CML: chronic myeloid 1eukemia 
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用に当り，適切な薬剤の選択は，癌化学療法を行なう際
Z司 にきわめて重要な問題である。そのため多数の試験管内
癌細胞に対する制癌剤の効果は個体差が大きく，現在 感受性試験法1のが報告されてきたが，著者は L アース
用いられているようなかなりの副作用を持つ制癌剤の使 パラギナーゼに対する癌細胞の感受性を放射性トレーサ
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一摂取量より判定する試験管内感受性試験，すなわち 
Oettgen らの方法3)をモデノレとし， 他の制癌剤にまで
応用可能な方法を開発するために，白血球分離法，培養
基成分，放射性トレーサーの種類などの操作法を検討し
た。 さらに，新しく開発した方法を Lーアスパラギナー
ゼおよびこの方法では現在まで報告のみられない各種制
癌剤について人白血病細胞に応用し，得られた結果と臨
床成績から試験管内感受性判定の criteria を設定し，
ついで近年重要視されている併用療法に関し混合薬剤と
単独薬剤の感受性を試験管内で比較した。 
実験材料および方法
Oettgen らの原法3)より出発し， 以下の操作法を検
感受性試験方法の検討 1. 
弘
討し順次改良を加えていった (Tab1e1.)。
白血球分離法の検討: 正常人末梢血 20mlをへパリ
ン採血し，比重法， 3%，6%デキストラン (M.W.: 
228，000エー ザイ)， PHA (Merck) による凝集法につ
き，温度・沈降時間・血液との混合比を変え白血球収集
率，赤血球除去率を比較した。
細胞分散法の検討: 白血球凝集による分配細胞数の
不均一化を防ぐため，シリコン処理を施した三角フラス
コを用いマグネチックスターラーを撹持させながら分配
した時と， ピペッティングしながら分配した時とで光顕
下にて凝集塊の数を比較したo
培地内添加仔牛血清濃度の検討: RPMI1640培地
(日水製薬) を用い， 正常人白血球を 10.，20%の仔牛
血清(千葉血清研)添加の下に 24時間培養し， トリパ
ン青またはノイトラル赤による生体染色を施し生存率を 
出し，さらに Giemsa染色を施し，細胞破壊像を光顕 
Tab1e 1. Experimental procedure of sensitivity test to 
antltumor agents 
Periphera1 b1ood，heparinized 
Addition of two vol.of 3% dextran solutio~ 5) 
Sedimentation at room temp. for 20 min 
Take buffy coat and suspend in MEM 
Wash two times WBC with 10 vol.of MEM 
Adjust cell count to 107 cells/mlin MEM 
Homogenously suspended in the incubation medium 
Incubation at 37"for 24 hrs. in a CO2 incubator ↓ cell c山 re1) 
Cells collected on Millipore Filter幻 
Wash with 5ml of MEM 
Wash four times with 5ml of cold 5% TCAわ for10 min 
Dry in an aspirated desicator for 24 hrs. 
Place in DPO':POPOP-toluene scintillator勺 
Count by a Beckman scintillation counter 
1) cell culture 
MEM supp1emented with 20% calf serum 2.0ml 
Cell suspension 0.2ml 
Test solution 0.3 ml 
3H-uridine (Spec. Act.5 Cifmmole) 0.5 ml 
final conc.: 2μ Ci/ml in cultured solution 
2) Millipore Filter: pore size 0.45μ 
3) TCA : trichloracetic acid 
4) DPO-POPOP-toluene scintillator 
DPO 4g 
POPOP 0.1 g 
to1uene 1000 ml 
5) Underlined parts are modified by the author. 
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下にて観察した。
培養細胞数の検討: 1X105，，-， 1X107 cellsJmlの正常
人白血球を倍数希釈にて 6段階とし， RPMI1640培地 
(20%仔牛血清添加)中で 24時間培養し， 生存率を算
定した。
培養時間の検討: ALL患者より分離した白血病細
胞 (7X 105 cellsJml)を 12，，-，72時間培養し，形態変化・
増殖率を比較した。なお， 培養 48時間で培地交換を行
なった。
冷 5%トリクロ Jレ酢酸作用時間の検討: 上記培養条
件下で 3H・uridine (final0.33μCiJml，以下の実験も
すべて同濃度で行なった) を加え 24時間培養後， ミリ
ポアフィルター上にて冷トリクロル酢酸 30mlを3，，-， 15
分接触処理し， 3H・uridine摂取量を Beckman液体シ
ンチレーションカウンターにて測定した。
混入赤血球によるクエンチング現象の影響: 103，，-， 1 05 
cellsJμJの赤血球懸濁液をミリポアフィノレター上で漉過
し， トリクロル酢酸 20mlで 10分処理後， フィ jレター
を乾燥し， 2μCiの 3H圃 uridine をフィルターととも
にパイヤ Jレ中に入れ放射活性を測定した。
、培養白血球に及ぼす混入赤血球の影響: 5X103，，-，5X 
105 cellsJμJの赤血球懸濁液を ALL患者から分離した
白血病細胞 (7X 105 cellsJml) と24時間混合培養し， 
3H-uridine摂取量を測定し比較した。
トリクロ Jレ酢酸作用後のミリポアフィ Jレター孔径変化
の検討:ー標準白金耳の Serratiamarsescensを 10ml 
の生理食塩水に懸濁し， トリクロル酢酸処理と MEM
培地による洗浄を施したミリポアフィノレターで懸濁液を
漉過し，鴻液をブイヨン中 370，72時間培養し，菌体漏
出の有無をみた。
被検薬剤濃度の検討: 教室で継代中の HeLa細胞を 
YLE培地に 15%仔牛血清を加えた growthmediaを
用い， 制癌剤とともに短冊状のカバーグラス上で 370， 
72時間培養し， May心 iemsa複染色を施し，光顕下で
全細胞を数え，増殖阻止率を算定し比較した。
放射性トレーサーの検討: 3H・uridine，3H・thymi-
dine，(final0.33μCiJml)またはI4C-L-leucine(final 
0.67μCiJml)を用い，制癌剤， ALL患者より分離した
白血病細胞とともに 24時間培養し各トレーサーの摂取
量を測定したO 
1. 各種制癌剤に対する白血病細胞の感受性試験
材料は癌研付属病院，国立習志野病院，君津中央病院
の内科小児科を訪れた白血病患者 20例から分離した白
血病細胞を用い， 18種の制癌剤 (Table2.) につき
感受性試験を施した。方法は著者の改良法を用いた 
(Table 1.)。結果は 1) Lー アスパラギン要求性と L-ア
スパラギナーゼ感受性， 2)その他 17種制癌剤に対する 
Table 2. Antitumor agents tested 
1) N itrogen m ustard-n-oxide (NM) Takeda 
Alkylating agents 
2) Cyclophosphamide 
3) 838-D 
(EX) Shionogi 
Yoshitomi 
4) 864-T Yoshitomi 
Antimetabolites 
Mitotic poisons of plant 
ongm 
Antibiotics 
5) 6-Mercaptopurine 
6) 5:-Fluorouracil 
7) Methotrexate (=Amethopterine) 
8) Cytosine arabinoside 
9) Vinblastine sulfate 
10) Vincristine sulfate 
11) Actinomycin D 
12) Carzinophilin 
13) Mitomycin C 
14) Chromomycin A3 
15) Bleomycin 
(6MP) Takeda 
(5FU) Kyowa hakko 
(MTX) Lederle 
(CA) Upjohn 
(VLB) Kyowa hakko 
(VCR) Kyowa hakko 
(ACM-D) Merck 
(CZP) Kyowa hakko 
(MMC) Kyowa hakko 
(Ch-A3) Takeda 
(BLM) Nihon kayaku 
16) Daunorubicin hydro-chloride (Daunomycin) (DM) Meiji 
Enzyme 17) L-asparaginase (L-Aase) Kyowa hakko 
Adrenotropic hormone 18) Prednisolone (P) Wako 
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Table 3. Percentage of leukocytes recovered and of erythrocytes eliminated in separations on 
norma1 human b100d 
ヨム 
1) Simp1e sedimentation method 
Temp. Sed. time WBC長 yield1) RBC州 eliminated2) 
CC) (min) (%) (%) 
37 60 32.4 99.4 
4 180 5.2 99.5 
2) Agglomeration method Sedimentation 
enhancement agents 
1. 3% dextran room 
BJD=1J1 temp. 12 56.3 95.8 
ケ 20 45.5 98.7 
1/ 30 65.2 99.2 
BJD=1J2 1/ 12 78.5 99.3 
1/ 20 85.6 99.9 
グ 30 73.5 99.8 
BJDニ 2J1 1/ 10 47.2 99.3 
1/ 20 46.3 99.3 
1/ 30 45.5 99.6 
2. 6% dextran 
BJD=1J2 1/ 12 64.3 99.0 
1/ 20 68.9 99.7 
1/ 30 70.1 99.5 
3. PHA (0.1 mgJml) 4 180 85.0 99.4 
WBC per cmm. separated 
I)WBC per cmm.of whole blood ×100=WBC yield (%) 
2)
、 
100-
RBCper cmm. separatedx100 
RBC eliminated (%)
J 'vv RBC per cmm. of whole b100d 
勢 WBC: white b100d cell 
義勢 _RBC: red b100d cell 
感受性， 3) 4剤混合液長 (Daunorubicinまたは Vin-
cristine，Methotrexate= Amethopterin，6-Mercap-
topurine，Predniso1oneの併用)に対する感受性と単
独薬剤感受性との比較の 3点に分け検討した。なお， 4 
剤混合液のおのおのの薬剤濃度は単独使用時の Iんとし 
Tこ。
実験結果 
感受性試験方法の検討 1. 
白血球分離法 (Tab1e3.) : 白血球収集率，赤血球除
去率ともに最高値を示したのは 3%デキストラン凝集法
(血液/デキストラン_1 混和後 20分 90度静置例)ん，
であり，かつ最も簡便な方法であった。ついで PHA法
であるが，この方法は白血球層体積が前者に比し小さい
ので，技術的に困難でとくに赤血球除去率の変動が大き 
い欠点があったD 比重法はいずれも低率を示した。
細胞分散法: マグネチックスターラー非使用時には，
白血球3コ以上の凝集塊はー視野あたり 5コ見られたが，
使用時には全く見られず，分配細胞均一化が得られた。
仔牛血清濃度 (Tab1e4.): 20%添加例が最も生存率
が高く，細胞破壊像も少ない至適濃度であった。
培養細胞数:生存率には殆んど差異はなく， 1mlあ 
Tab1e 4. Effect of serum concentration on 
surviva1 rate of 1eukemia cells 
Incubation time 
-------- 48 72Serum (hrs) 24 
conc. (%) 「九~
10 -------------、ー 70.2桂 37.5 44.5 
15 80.5 80.0 52.0 
20 98.6 96.3 68.2 
骨 Figuresdenote the surviva1 rate (%). 
佐多剤併用療法の iつで頭文字をとり， VAMP，DAMP療法といわれる。 VAMP療法は 1964年 Maryland， 
Nationa1 Cancer Instituteの E.J. Freireich らが小児の ALL I乙て著明な相乗効果を報告したもので
ある。
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Table 5. Effect of TCA treatment on radio- わかった。
activity of isotope incorporaed leu- 混入赤血球の培養白血球に対する影響 (Table7.) : 
kemia cells 
少量の混入にて摂取量はかえって増加し，白血球培養に
Time (min) ， radioactivity (c. p. m.) は好条件であった。 5x 104 cellsjμl以上の混入があると
3FhJAV 7'anUFO'i 1An00ATRd Uoan4
せRJ
に± + 一 + 一
りつ-
280円
ー
264A 摂取量は漸減した。クエンチング効果を加えても，著者
の分離法を用いれば赤血球混入はかえって好条件となり
得た。
15 4890:1402 
Table 6. Effect of RBC骨 content on radio-
activity (Quenchi月 effect) 
RBC (x 104j radioactivity (c.p.m.) % 1)μ 。 257429:1:12350 100 
0.1 163311:1:10504 63 
0.5 122362土 4484 48 
5.0 31062:1 963 12 
10.0 16932:1: 688 7 
*RBC: red blood cell 
Table 7. Effect of RBC持 concentrationon 3H圃 
uridine incorporation to leukemia 
cells 
Incorporation of 3H1) 4jμRBC (Xl0 ・ uridine (c. p. m.) 
。 
% 
3105土 143 100 
0.5 6305:1:496 203 
5.0 2409土 124 78 
10.0 1352土 41 44 
50.0 787:1 1 25 
骨 RBC: red blood cell 
たり 1X 107 cellsでは 99.4%， 5Xl06， lXl06，5xl05， 
1 X 105 cellsでおのおの 98.0，98.6，95.0，95.2%であっ 
fこ。
培養時間: 48時間までは形態変化は見られず， 72時
視野の細胞破壊像がみられた。増殖2 cellsj，.1間では 
率は 12，24，48，72時間でおのおの 5.2， 12.5， 47.0， 
84.0%で盛んに増殖していた。 
TCA作用時間 (Table5.): 5分以上作用させれ
ば，測定値はほぼ同一になることがわかった。
クエンチング現象 (Table6.) : 赤血球量とクエンチ
ング効果はほぼ比例したが， 5 X 104 cellsjμJ以上の混入
時には放射活性は極減し，測定値が信頼できないことが 
ミリポアフィ jレター孔径の変化: Serratia mar-
sescens通過液の逆培養の結果， 72時間培養後もブイヨ
ンには混濁は見られず，その遠沈沈済の単染色標本にも
菌の存在を認めず，孔径には変化がないことがわかっ
たo
被検薬剤濃度:制癌剤の化学的グループと HeLa細胞
に対する増殖阻止強度とは関連性なく，薬剤により異な
った。 とくに強い作用を示した薬剤は ACM・D汽 Ch-
A3' MMCで ID50は 10-2 pgjml以下であった。弱い
作用を示した薬剤は CA，Pで ID50は 102μ gjmlにほぼ
近い値であった。選択毒性を示すと言われている BLM
は，制癌性抗生物質の中では作用が弱かった。その他の
薬剤の ID50は大略 0.5，.1μ gjml となった。以上の結
果より，被検薬剤濃度は大略の ID50値を中心に前後 10
倍および 1j 値時に10倍濃度の 3段階とし，判定は ID50
行なった。すなわち ACM・D，Ch-A3' MMCは 10-3
，.10-1，Pは 1，.102，(CAは， とくに 10-1，.102)，そ
の他の薬剤は 10-1，.10μ gjmlとした。なおL アースパラ
ギンおよび Lーアスパラギナーゼ濃度は Schmidt and 
Gallmeierべ山田 5) らに従い， おのおの 50μ gjml， 
5 IUjmlで判定した。
放射性トレーサーの種類: ACM・D は 10-1μ gjml
までの低濃度では 3H-uridineのみが取り込み阻害を示
し，それ以上では 3者平行した阻害がみられたoその他
の薬剤ではほぼ 3者平行した阻害がみられた。この結果
より， ACM・D は被検濃度 Iμ gjml 以上で比較しない
と 3H-uridine のみでは感受性判定はし得ないが， 他
の制癌剤では 3H・uridine の取り込み阻害のみで感受
性判定をしうることがわかった。 
1 .感受性試験 
1)， Lー アスパラギン要求性と Lーアスパラギナーゼ感
受性試験 (Fig. 1): Schmidt and Gallmeier，山田
らの判定規準に従い， Lーアスパラギンは 30%以上のと
り込み促進を要求性(+)， Lー アスパラギナーゼは 30%
以上のとり込み阻害を感受性(+)とし，両者ともに陽
器 ACM-Dは actinomycin D (Table 2.) の略語であり，以後制癌剤の略語は Table2.のカッコ内 κ示し 
t:口
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性を示す例を Lーアスパラギナーゼ有効例とした。有効
例は ALL，AML，CLL各 l例ずつ見られ，疾患別有効
率に差異は見られなかった。有効例 3例のうち， ALL， 
CLLの2例は臨床応用され速かに完全緩解に導入され 
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Fig. 2 Case report 
た。緩解 3_5月後の再試験では， 2例とも Lーアスパラ
ギン要求性， Lーアスパラギナーゼ感受性ともに陰性化
しており， L-アスパラギナーゼ抵抗性細胞のみ残存し
ていることがわかった，また， 以前 Lーアスパラギナー
ゼを用いて緩解を得，再発した ALLの l例でも，同様
にLー アスパラギン要求性， L-アスパラギナーゼ感受性
n r u
凋 
---'一一.J.目司.J..ーー-
0.1110 0.1110 
Table 8. Sensitivity and clinical trial 
CoincidenceSensitivity Clinical trial agents Age Sex Diagnosis (1)桂 (11) (111) .(1) (11) (111) Result with in vitro test 
2431A232968698 。 7 2 。M ALL 3 2 no remlSSlOn。 。	 + compl. remissionF 11 3 2 2 
+++ 	
+++ 
M 11 4 5 。 partial remission 
F 。 
1/ 
11 3 2 
M 3 
com pl. remission。 。3 compl. remission 
2 
2 2 
3 2 
2 
2 
2 
2 
0。 。 。
 F AML 4 compl.remission 
M 1/ 6 。 partial remission 
(3)州 (1) 。(1)。 (no remission) (+ ) M 1/ compl.remission + 

M 1; 。 partial remission + 

(2) 
6 I 
3 4 
3 4 
5 3 
3 2 
5 
3 
2 
4 2 
7 3 
2 
2 3 
(0) (2) 
5 
2。 4 
4 
2 
2 
3 
2 
2 
2 
2 
。
3 
。
3 
3 
2 
。 partial remission +
M 1/ 	 。 。 +F 1; 	 com pl. remission 
F 1/ 	 。 no remlSSlOn 
M CLL 	 +。 。 + 
M 
compl. remission。 。 +1; 4 2 
F 31/ 
compl. remission。 。 compl.remission + 
M 1/ 4 compl. remission。 。	 +。F CML 	 no remlSSlOn。 。F 1/ 	 compl. remission。 。M 1/ 6 compl. remission 
M か 2 。 partial remission 
+ 

918422016882631 334 234444 
枠 (1)sensitive，(11) slightly sensitive，(III) not sensitive 
締 Resultof reexamination 
Figures denote the numbers of antitumor agents. 
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ともに陰性を示し，臨床応用された結果も無効であった。 
2) その他 17種制癌剤感受性試験と臨床成績 (Table 
8.) : 感受性判定規準はとり込み阻害率 40%以上を有
効， 40，-..，20%をやや有効， 20%以下を無効とし，臨床成
績の判定規準は木村ら6)に従い，完全緩解，不完全緩
解，無効とした。薬剤感受性試験成績と臨床成績との一
致性については有効薬剤を主，やや有効薬剤を従に用い
て完全緩解を得た例，逆に用いて不完全緩解を得た例，
有効薬剤を全く用いないで無効であった例を一致性(+) 
とし，逆の場合を一致性(一)とした。以上の判定規準
に従えば，被検患者 20例について一致率は 86%と高値
を示した。なお， AML の l例については， 3.5月後の
増悪時に再試験を施したが，同一薬剤の感受性は前回よ
りもいずれも低下していた。患者別あるいは疾患別薬剤
感受性については，個人差が大きく感受性試験の意義を
再認識したが，大別すると全薬剤に抵抗性を示す例(15 
%)，大部分の薬剤に感受性を示す例 (65%)，特定の薬剤
のみに強い感受性を示す例 (35%)となった。 Fig.2は 
ALLの 1例を示し，矢印の時点で感受性を調べ，有効と
判定した 2剤を使用し完全緩解を得た一致性(+)の例
である。
3) 併用薬剤感受性と単独薬剤感受性 (Fig.3): と
り込み阻害率にて単独薬剤感受性と混合薬剤感受性との
0Eゴ 100。号、

+包に0hJ246 80 
。60 
5 40 
次 20 
聞に差異がみられた例は， VAMP混合液にてり6例， 
33%，DAMP混合液にて 3j その差6例， 50%であり，
異は同一濃度にて単一薬剤のうち，最大のとり込み阻害
を示した薬剤と比較すると， ほぼ 10，-..，46%の増加を示
し，併用効果が予想された。単独薬剤感受性強度とその
組合わせによる併用効果では，有効薬剤を多く組合わせ
るほど，併用効果が大になり，有効薬剤 3+やや有効薬
剤 lの組合わせで， VAMP混合液では， AMLの l例
に最大46%，DAMP混合液では CML の l例に最大 
22%のとり込み阻害率増加を示した。とり込み阻害率増
加と混合薬剤液濃度の関係では，低濃度におけるほど増
加が大きくなる傾向がみられ，とり込み阻害率増加が最
大の上記2例では， VAMP混合液の AML では 0.1 
μgfmlで46%， 1μgjmlで46%，10μ gjmlで 24%の
増加となり， DAMP混合液の CML では 0.1，1，10 
μgfmlでおのおの 22，20，13%の増加となったo 併用
により単独薬剤より低い感受性を示した例はなかった。
考 察
放射性トレーサー摂取量を指標とした人白血病細胞に 
対する制癌剤感受性試験法は， Lymphoma 6 C 3HED 
細胞の Lーアスパラギン要求性を調べた Sobbin and 
ら宍 宍、. 
O. 1 10 0.1 10 0.1 10 O. 1 1 10 
120 
ロ
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Fig. 3 Combination effect of antitumor agents 
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Kidd法7) を原法とし，さらにアスパラギナーゼ感受性
試験を加えた Oettgenら， Schmidt and Gallmeier， 
山田らの変法が報告されている。著者は Oettgenらの
方法を検討したが，多くの薬剤を同時に試験する目的に
適さない点が多く，かつデータ不均一性も大きいので改
良を加えた。改良法の利点として白血球収集率が高く，
白血球減少患者や採血量の少ない小児でも多種薬剤を同
時に検定しうること，分配細胞数も均一で培養条件も至
適，培養後の細胞処理条件も厳密に行なったので，再現
性に富むデータを得られたことがあげられる。なお，白
血球分離における各成績は Skoog ら8) の報告とほぼ
同じ結果を得た。また血清濃度と生存率については， 
Mooreら9) の報告に近い値を得た。
被検薬剤濃度は試験管内感受性試験で常に問題となっ
ており，柴田・江崎10)は MMC0.1μ g/mlを基準に枯
草菌に対する同じ抗菌力濃度を用い，太中・五味淵1)
は NM30μg/ml を基準に， Ehr1ich腹水癌細胞に対
し同じコハク酸脱水素酵素阻害力を有する濃度を，加藤
ら12)は L1210マウス白血病細胞株に対する 50%増殖
阻害濃度を用いている。著者は HeLa細胞株に対する 
50%増殖阻害濃度を用いたが，加藤らと比較すると， 
MTX，CAはほぼ 10倍， VCR，VLB，DM (Dauno・ 
rubicin)ではほぼ 102倍著者の決定濃度の方が高値を示
した。 HeLa細胞株と L1210細胞株との薬剤選択性の
違いが原因であろうと思われるが，著者は判定規準を 
40%とり込み阻害を陽性とすることで，臨床効果との一
致をみた。
作用機作の異る各種制癌剤の試験管内感受性試験にお
いて放射性トレーサーの選択も被検薬剤濃度と同様重要
である。 Bickisら12)は人胃癌をはじめ 10種の腫療の
組織培養を行ない， トレーサーとして adenine-8-CI¥ 
DL-1eucine-1-CI4または glycine-l-CI¥ glucose幽 u-
CI4を用い，RNA，DNA，蛋白などの分画へのとり込
みを見て感受性試験を行なっているが，被検 8剤の内 
ACM-D，5-FU，MTXの3剤についてとり込みの分画
特異性を認めているが，その他 thio-TEPA，Trenimon， 
VLB，MMC，B1evidon の5剤については，各分画と
も，ほぼ同じとり込み阻害率を得ているo 3H-uridine， 
3H-thymidine または 14C-L-1eucine を用いた著者の
実験では 3者ほぼ平行したとり込み阻害を得，かつ著者
の判定規準内では同じ判定結果を得た理由としては， 
Bickis らの感受性試験に比し著者の試験法では高濃度
薬剤を長時間接触させたため，細胞全体の代謝阻害が起
ったためと考えられる。 
Lーアスパラギナーゼ感受性試験において， 臨床使用
ヨム
された 5例では， 5例とも臨床成績との良い一致を示
し，前述した Oettgenら， Schmidt and Gallmeier， 
山田らの報告と同じ成績を得ている。疾患別有効率に差
異を認めなかったのは，とくに有効だと言われている小
児 ALLの症例が少ないためと考えられる。その他 17
種制癌剤の感受性試験成績と臨床成績との一致率は 86
%で， 近藤2)が SDI法にて得た 82%より高い一致率
をみた。著者は白血病細胞を用い，近藤は固型癌からの
細胞浮遊液を用いていることから，白血病細胞の方が細
胞分離時の細胞障害が少なく培養も容易であること，固
型癌は癌細胞の純粋分離・培養が難しいため癌細胞以外
の細胞のトレーサーとり込みの影響を受け易いことなど
が理由として考えられた。
感受性の強い薬剤同志の組合わせで(とくに低濃度
で)併用効果が大になる成績は， L 1210マワスの延命
効果で加藤ら 13)が， HeLa細胞の細胞剥離効果で中村14)
が報告した成績と一致した。
再発時あるいは再試験時に，初発時有効であった薬剤
の感受性陰性化をはじめ，無効と判定された薬剤が臨床
応用され有効であった例は皆無であることから，この試
験法および判定規準は十分信頼しうる方法であると思わ
れる。
積jを終るに臨み御指導御校聞を賜わった，恩師新井
正教授， また，常 i乙御指導御協力頂いた癌研附属病
院中尾 功博士，国立習志野病院加藤明博士，窪田
義弘博士並びに腐敗研究所抗生物質部，千葉県癌セ
ンター化学療法部，国立習志野病院整形外科の各位
に敬意と謝意を表します。
なお，本論文の要旨は第 158回腐敗研究所集談
会，昭和 47年第 2回大学院研究生研究発表会にて
発表した。
本論文は審査学位論文である。 
SUMMARY 
Oettgen et al.in 1967 developed an in vitro test 
for assessing the sensitivity of human 1eukemia 
cells to L・asparaginase，uti1izing the inhibition 
of radioacti ve tracer incorporation as a para-
meter. In order to obtain more reproducible 
results and to app1y the test procedure to other 
antitumor agents than L-asparaginase，the im-
provement of the test was attempted. 
The methods for the isola主ion of leukemia 
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cells，the quenching effect of red blood cells 
and their elimination，and the modification of 
manipulation were investigated. The improved 
method involved the isolation of leukemia cells 
by agglutination method with an equal volume 
of 3% dextran solution. The procedure yielded 
higher percentage of leukocytes than a single 
sedimentation method and eliminated almost all 
red blood cells. Technique to keep cell suspen-
sion extremely homogenous，and trichloracetic 
acid treatment were also modified. 
The improved method was applicated to L-
asparaginase sensitivity test to human leukemia 
cells. 
1) One group consisted of the cases of which 
leukocytes exhibited positive L-asparagine re圃 
quirement and L-asparaginase sensitivity tests. 
In these cases，L-asparaginase treatment achieved 
full success in gaining remission. Reexaminations 
were performed against those cases 3.5 months 
after com plete remission. At this time，the re-
sults of the test changed to negative beeause of 
appearance of resistant cells to L-asparaginase. 
2) Another group consisted of the cases of 
which leukocytes were tested in vitro to other 
antitumor agents than L幽 asparaginase.The effect 
of antitumor agents were classified into three 
classes，i. e.，sensitive，slightly sensitive，and in-
sensitive. “Sensitive" denotes more than 40% in-
hibition of the incorporation of radioactive tracer 
at the dose level of approximately ID50 to HeLa 
and40%"，-，slightly sensitive" 20，“cell cultures 
“insensitive" less than 20%. 

The results of these in vitro tests agreed fairly 
with those of clinical trials. The improved in 
vitro test was also found to be useful in the 
case treated by combination therapy. 
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